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(57) Abstract 

A method for treating human tumours by gene therapy is disclosed. In particular, defective recombinant viruses with a sequence 
coding for a human tumour-specific antigen, and the use thereof for treating or preventing human tumours, as well as producing specific 
cytotoxic T-cells (CTLs) in vitro or ex vivo, are disclosed. Pharmaceutical compositions comprising said viruses, particularly in injectable 
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(57)Abrege* 

La prtfsente invention concerne une m6thode de traitement des tumeurs humaines par la therapie gdnique. Elle concerne en particulier 
des virus recombinants ddfectifs portant une sequence codant pour un antigene specifique des tumeurs humaines, et leur utilisation pour 
le traitement preventif ou curatif des tumeurs humaines ainsi que pour g6n6rer in vitro ou ex vivo des CTL specifiques. Elle concerne 
egalement des compositions pharmaceutiques comportant ces vims, notamment sous forme injectable. 
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VECTEURS ADENOVIRAUX RECOMBINANTS POUR LA THERAPIE 
GENIQUE OES TUMEURS HUMAINES 

La presents invention concerne une methode de traitement des 
5 tumeurs humaines par la therapie genique. Elle concerne en particulier des 
virus recombinants defectifs portant une sequence codant pour un antigene 
specifique des tumeurs humaines, et leur utilisation pour le traitement 
prevents ou curatif des tumeurs humaines ainsi que pour generer in vitro ou 
ex vivo des CTL specif iques. Elle concerne egalement des compositions 
10 pharmaceutiques comportant ces virus, notamment sous forme injectable. 

La therapie genique consiste a corriger une d§ficience ou une 
anomalie en introduisant une information genetique dans la cellule ou 
I'organe affecte. Cette information peut etre introduite soit in vitro dans une 
cellule extraite de I'organe et ensuite reinjectee dans I'organisme, soit in vivo. 

15 directement dans le tissu vise. S'agissant d'une molecule de haut poids 
moleculaire et de charge negative, I'ADN a des difficultes pour traverser 
spontanement les membranes cellulaires phospholipidiques. Differents 
vecteurs sont done utilises afin de permettre le transfert de gene : des 
vecteurs viraux d'une part, des vecteurs chimiques et/ou biochimiques, 

20 naturels ou synthetiques, d'autre part. Les vecteurs chimiques et/ou 
biochimiques sont par exemple des cations (phosphate de calcium, DEAE- 
dextran,...) qui agissent en formant des precipites avec I'ADN, lesquels 
peuvent etre "phagocytes" par les cellules. II peut egalement s'agir de 
liposomes dans lesquels I'ADN est incorpore et qui fusionnent avec la 

25 membrane plasmique. Les vecteurs synthetiques de transfert de genes sont 
generalement des lipides ou des polymeres cationiques qui complexent 
I'ADN et torment avec lui une particule portant des charges positives en 
surface. Ces particules sont capables d'interagir avec les charges negatives 
r de la membrane cellulaire, puis de franchir celle-ci. On peut citer comme 

30 exemples de tels vecteurs le dioctadecylamidoglycylspermine (DOGS, 
TransfectamTM) 0 u le chlorure de N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N- 
trimethylammonium (DOTMA, LipofectinTM). Des proteines chimeres ont 
aussi ete d6veloppees : elles sont constituees d'une partie polycationique qui 
condense I'ADN, liee a un ligand qui se fixe sur un recepteur membranaire et 

35 entraTne le complexe dans les cellules par endocytose. II est ainsi 
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theoriquement possible de "cibler" un tissu ou c rtaines populations 
cellulaires, afin d'ameliorer la biodisponibilite in vivo du gene transfere (pour 
revues, voir Behr, 1993, Cotten et Wagner, 1993). Parmi les virus 
potentiellement utilisables comme vecteurs pour ie transfert de genes on 
5 peut citer plus particulierement les retrovirus (RSV. HMS, MMS, etc.), Ie virus 
HSV, les virus adeno-associes, et les adenovirus. Ces virus ont tous ete 
utilises pour infecter differents types cellulaires. 

Des approches .de therapie genique ont ete developpees pour Ie 
traitement de differents types de pathologies, incluant les desordres du 

10 systeme nerveux, les maladies cardiovasculaires ou les cancers. Concernant 
plus particulierement ie domaine des cancers, differentes approches ont ete 
proposees dans I'art anterieur. Ainsi, des etudes decrivent I'utilisatiort de 
lymphocytes actives ex vivo par culture en presence d'interleukine-2 ou par 
transfection avec Ie gene de l'interleukine-2. Des etudes d'immunotherapie 

15 adoptive ont egalement ete entreprises avec des monocytes-macrophages 
purifi6s et actives ex vivo par de I'interferon pour augmenter leur pouvoir 
tumoricide, puis r6injectes aux patients (Andressen et at., Cancer Res. 50 
(1990) 7450). La possibilite d'utiliser des macrophages genetiquement 
modifies a egalement et6 decrite (WO95/06120). Une autre serie 

20 d'approches est basee sur Ie transfert de genes toxiques capables d'induire 
de maniere directe ou indirecte la mort des cellules cancereuses. Ce type 
d'approche a ete decrit par exemple avec Ie gene de ia thymidine kinase, 
transfere in vivo soit par un vecteur adenoviral (PCT/FR94/01284; 
PCT/FR94/01285), soit par greffe de cellules productrices d'un vecteur 

25 retroviral (Caruso et al., PNAS 90 (1993) 7024). D'autres genes utilises sont 
par exemple Ie gene de la cytosine desaminase. 

Le presente demande est relative a une nouvelle m6thode de 
traitement des cancers. Elle est tout particulierement destinee au traitement 

des tumeurs_humaines_et_notamment-des-melanomes.^La-m6thode-de 

30 I'invention repose sur le transfert et I'expression in vivo d'antigenes 
specif iques des tumeurs humaines comme les melanomes, capables 
d'induire (i) une protection immunitaire contre I'apparition de ce type de 
cancers et (ii) une expansion de la population de cellules t cytotoxiques 
(CTL) specifiques des cellules presentant ces antigenes et ainsi une 
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destruction par le systeme immunitaire des cellules tumorales 

correspondantes. 

Le systeme immunitaire a entre autres fonctions la capacitd d'assurer 
une protection contre les infections virales. Cette capacity est assur6e par 
5 des lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Les CTL pr6sentent deux 
caracteristiques remarquables : ils sont hautement sp6cifiques et d'une 
grande efficacite. lis d6truisent les cellules infect6es aprds avoir rep6r6 un 
antigene viral a leur surface. Uanttgdne en question se manifesto sous la 
forme d'un peptide associ6 & une mol6cule du complexe majeur 

10 d'histocompatibilit6 de classe I (CMH-I). Dans le cadre des tumeurs, il a 6t6 
observe, initialement chez la souris, que ces cellules malignes pr6sentent 
des complexes peptide-mol6cules du CMH-I capables de provoquer, comme 
dans le cadre des reponses antivirales, une r6ponse immunitaire m6di6e par 
des CTL. Ces peptides proviennent notamment de prolines cod6es par des 

15 genes mutes ou actives s6lectivement dans les cellules tumorales. Ces 
proteines sont designes antigdnes sp6cifiques de tumeurs. Plus r6cemment f 
des antigenes de differenciation reconnus par des CTL ont 6t6 caract6ris6s 
sur des tumeurs humaines. 

La presente invention concerne une nouvelle m6thode de traitement 
20 des tumeurs humaines. Elle d6coule en particulier de la mise au point de 
vecteurs d'origine virale capables de transf6rer et d'exprimer in vivo des 
antigenes specifiques de tumeurs humaines ou m6lanomes. Elle repose plus 
particulierement sur la demonstration dans les modules murins que les 
adenovirus recombinants d§fectifs sont capables d'induire une immunisation 
25 contre ce type d'antigenes, permettant d'obtenir in vivo des r6ponses 
lymphocytaires contre ces antigenes et notamment les cellules tumorales les 
portant. Cette methode seion Pinvention permet done par le transfer! de ces 
genes d'agir sur Involution des tumeurs humaines de manidre 
particulierement efficace en stoppant leur progression, pouvant conduire d 
30 I'eradication. 

Un premier objet de I'invention r6side done dans un ad6novirus 
recombinant defectif contenant, ins6r6 dans son g6nome, un acide nucl6ique 
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codant pour une proteine ou un peptide specif ique de turn ur et plus 
particulierement pour tout ou partie d'un antigene specifique d'uh melanome. 

Preferentiellement, il s'agit d'un antigene specifique d'un melanome 
humain. Encore plus preferentiellement, il s'agit d'un fragment d'un antigene 
5 specifique d'un melanome humain comprenant la partie presentee aux CTL 
en association avec les molecules du CMH-I. Les antigdnes specif iques de 
tumeurs humaines ont ete decrits par Thierry Boon et al. (US5,342,774; 
US5.405.940; WO92/20356; WO94/23031; WC-94/21126). Ces antigenes,' 
d6signes sous le terme de MAGE, sont exprimes s6lectivertient dans les 

10 cellules tumorales. principalement les tumeurs humaines. Different* genes 
MAGE humains ont ete decrits, et notamment les genes MAGE-1, MAGE-2, 
MAGE-3, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, MAGE-7, MAGE-8, MAGE-9, MAGE- 
10, MAGE-1 1 , MAGE-1 2. A titre repr§sentat«f de genes murins homologues 
on peut egalement faire etat des genes S-MAGE-1 et S-MAGE-2. En ce qui 

15 concerne plus particulierement des genes BAGE, GAGE et RAGE, ils sont 
representatifs d'autres families de genes apparentes. 

Selon un mode prefere de mise en oeuvre, la presente invention 
concerne un adenovirus recombinant defectif contenant, insere dans son 
genome, un acide nucleique codant pour une proteine ou peptide derivant de 

20 celle-ci selectionnee parmi les proteines Mage-1, Mage-3, Bage, Gage et 
Rage. Ces antigdnes sont en effet les plus selectifs, en ce sens qu'ils n'ont 
ete detectes pour la plus grande majorite sur aucune cellule somatique non 
tumorale. La sequence de I'antigene mage-1 et du gene correspondant ont 
ete decrites notamment dans Van der Bruggen et al., Science 254 (1991) 

25 1644). La sequence de TADNc codant pour Mage-1 et Mage-3 a ete decrite 
par exemple dans Gaugler et al. (J. Exp. Med. 179 (1994) 921). 

Comme ihdique ci-avant, un mode de realisation prefere de 
I'inyention est represente par un ad6novirus recombinant d6fectif contenant, 
insere dans son genome, un acide nucleique codant pour un peptide de la 
30 prot6ine Mage -1 , Mage-3, Bage ou Gage comprenant la partie presentee 
aux CTL en association avec les molecules du CMH-I. Les genes Mage, 
Bage et Gage codent en effet pour des proteines de taille importante. Ces 
proteines sont degradees par digestion enzymatique dans la cellule, 



WO 97/34009 



PCT/FR97/00435 



5 

conduisant & la g6n6ration de peptides. Ce sont ces peptides qui sont alors 
pr6sent6s & la surface des cellules, et qui sont reconnus par les CTL en 
association avec les motecules du CMH-I (Cf figure 2), Encore plus 
pr6f6rentiellement, I'invention concerne un adenovirus recombinant 
5 comprenant, ins6r6 dans son g6nome, un acide nuc!6ique codant pour un 
peptide de la prot6ine Mage-1 ou Mage-3 comprenant la partie pr6sent6e 
aux CTL 

Selon un mode de realisation specif ique, I'invention concerne un 
adenovirus recombinant comprenant, insere dans son genome, la sequence 
10 SEQ ID n° 1 . Cette sequence comprend la sequence codant pour le 
nonapeptide (27pb) de Mage-1 qui est presente par la molecule HLA.A1 aux 
lymphocytes T cytotoxiques. Encore plus preferentiellement, il s'agit de la 
sequence comprise entre les residus 55 a 82 de la sequence SEQ ID n°1 . 

Selon un autre mode de realisation specifique, I'invention concerne 
15 un adenovirus recombinant comprenant, insere dans son genome, la 
sequence SEQ ID n° 2. Cette sequence comprend la sequence codant pour 
le nonapeptide (27pb) de Mage-3 qui est presente par la molecule HLA.A1 
aux lymphocytes T cytotoxiques. 

Selon un autre mode de realisation, I'invention concerne adenovirus 
20 recombinant comprenant, insere dans son genome, un acide nucleique 
codant pour le peptide antigenique du gene P1 A du mastocytoma p815 de la 
souris DBA/2 (SEQ ID n° 3). 

Comme indique . precedemment, les adenovirus de I'invention 
permettent un transfert et une expression efficace de ces peptides 
25 antigeniques in vivo. Ainsi, ils permettent de maniere tout a fait remarquable, 
de stimuler in vivo I'apparition de lymphocytes T cytotoxiques specif iques de 
ces antigenes, qui detruisent selectivement toute cellule presentant a sa 
surface cet antigene. 

Les virus de I'invention sont done utilisables pour la preparation de 
30 compositions pharmaceutiques destin6es au traitement des cancers dont les 
cellules presentent des antigenes Mage a leur surface. Pour preparer de 
telles compositions, les cellules tumorales (generalement d'un melanome) 
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d'un patient sont preferentiellement prelevees et analysees pour (i) 
determiner I'expression d'un gene Mage par exemple, par RT-PCR. et (ii) le 
cas echeant, typer cet antigdne Mage. Un adenovirus contenant un acide 
nucleique codant pour tout ou partie de I'antigene correspondant est construit 
5 et utilise pour ('administration. • 

Les virus de invention peuvent egalement etre utilises in vitro (ou ex 
vivo), pour generer des populations de cellules T cytotoxiques specif iques 
d'un antigene tumoral donne. Pour cela, une population de cellules est 
infectee par un virus de 1'invention, puis mise en contact avec des precurseur 

10 de cellules CTL. Les cellules CTL specifiques des antigenes peuvent alors 
etre selectionnees in vitro, amplifiees, puis utilisees a titre de medicament 
pour detruire specifiquement les tumeurs correspondantes. 
Avantageusement, la population de cellules infectee par un virus de 
I'ihvention comprend des cellules presentatrices d'antigenes (APC). II peut 

15 s'agir en particulier de macrophages (WO95/061 20) ou de cellules B. 

Dans les adenovirus de 1'invention, I'acide nucl§ique insere peut etre 
un fragment d'ADN complementaire (ADNc), d'ADN genomique (ADNg), ou 
une construction hybride consistant par exemple en uh ADNc dans lequel 
seraient inseres un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de 

20 sequences synthetiques ou semisynthetiques. Comme indique ci-avant, il 
s'agit d'un acide nucleiqiie codant pour tout une proteine ou peptide derivant 
de cette proteine selectionnee parmi Mage-1, Mage-3, Bage et Gage. Au 
sens de la pr6sente invention, I'expression peptide derivant de cette proteine 
signifie que I'acide nucleique peut coder pour un fragment seulement de la 

25 proteine, ce fragment devant §tre susceptible de generer des CTL. Le 
fragment selon 1'invention porte done au moins un determinant antigen ique 
reconnu par un CTL specif ique. Ces fragments peuvent etre obtenus par 
toute technique connue de I'homme du metier, et notamment par 
modifications genetiq ue et/ou chimiq ue et/ou enzymatigMe, ou encore par 

30 clonage par expression, permettant la selection de variants en fonction de 
leur activity biologique. Les modifications genetiques incluent les 
suppressions, deletions, mutations, etc. 
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Uacide nucteique ins6r6 est pr6f6rentiellement un ADNc ou cTun 

ADNg. 

G6n6ralement f I'acide nucteique ins6r6 comprend 6galernent des 
s6quences permettant I'expression dans la cellule infect&e de Pantigdne ou 
5 du fragment d'antigdne. II peut s'agir des s6quences qui sont naturellement 
responsables de I'expression dudit antigdne lorsque ces sequences sont 
susceptibles de fonctionner dans la cellule infect6e. II peut 6galement s'agir 
de sequences d'origine diff6rente, d6sign6es sequences h6t6rologues 
(responsables de Texpression d'autres prolines, ou m§me synth6tiques). 

10 Notamment, il peut s'agir de promoteurs de g£nes eucaryotes ou viraux ou 
de s6quences d6riv6es, stimulant ou r6primant la transcription d'un g6ne de 
fagon sp6cifique ou non et de fagon inductible ou non. A titre d'exemple, il 
peut s'agir de s6quences promotrices issues du g6nome de la cellule que Ton 
d6sire infecter, ou du g6nome d'un virus, et notamment, les promoteurs des 

15 g§nes E1A, MLP d'ad6novirus, le promoteur CMV, LTR-RSV, SRa, etc. 
Parmi les promoteurs eucaryotes, on peut citer 6galement les promoteurs 
ubiquitaires (HPRT, vimentine, a-actine, tubuline, etc), les promoteurs des 
filaments interm6diaires (desmine, neurofilaments, k6ratine, GFAP, etc) les 
promoteurs de g£nes th6rapeutiques (type MDR, CFTR, facteur VIII, etc) les 

20 promoteurs sp6cifiques de tissus (pyruvate kinase, villine, promoteur de la 
prot6ine intestinale de liaison des acides gras, promoteur de I'actine a des 
cellules du muscle lisse, promoteurs sp6cifiques pour le foie ; Apo Al, Apo 
All, Albumine humaine etc) ou encore les promoteurs r6pondant d un 
stimulus (r6cepteur des hormones stSroides, r6cepteur de I'acide r6tinoique, 

25 etc,). En outre, ces s6quences d'expression peuvent 6tre modifi6es par 
addition de sequences d'activation, de r6gulation, etc. Par ailleurs, lorsque 
I'acide nucteique ins6r6 ne comporte pas de sequences d'expression, il peut 
§tre ins6r6 dans le g6nome du virus d6fectif en aval d'une telle sequence. 

Les virus selon la pr6sente invention sont d6fectifs, c'est-&-dire 
30 incapables de se r6pliquer de fagon autonome dans la cellule cible. 
G6n6ralement, le g§nome des virus d6fectifs utilises dans le cadre de la 
pr6sente invention est done d&pourvu au moins des sequences n6cessaires 
& la replication dudit virus dans la cellule infect6e. Ces r6gions peuvent §tre 
soit 6limin6es (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit 
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substituees par d'autres sequences, et notamment par le gene insere 
Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins les sequences de 
son g6nome qui sont necessaires a rencapsidatiori des particules virales. 

Les virus selon I'invention peuvent etre obtenus a partir de differents 
5 serotypes d'adenovirus. II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la 
structure et les proprietes varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on 
prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus 
humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animate 
(voir demande W094/26914). Parmi les adenovirus d'origine animate 
10 utilisables dans le cadre de la presente invention on peut citer les adenovirus 
d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mav1 , Beard et al., Virology 75 
(1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De 
preference, I'adenovirus d'origine animate est un adenovirus canin, plus 
preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 
15 (ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de 
I'invention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement, les adenovirus defectifs de I'invention comprenent 
les ITR, une sequence permettant I'encapsidation et I'acide nucleique 
d'interet. Encore plus preferentiellement, dans le genome des adenovirus de 
20 I'invention, la region E1 au moins est non fonctionnelle. Le gene viral 
considere peut 6tre rendu non fonctionnel par toute technique connue de 
I'homme du metier, et notamment . par suppression totale, substitution, 
deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes 
consideres. De telles modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de 
25 I'ADN isole) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques du genie 
genetique, ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. D'autres 
regions peuvent egalement etre modifiees, et notamment la region E3 
(WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 (W094/28152, W094/12649, 
WO95/02697) et L5 (WO95/02697). Selon un mode prefere de mise en 
30— oeuvrerradenovirus selon l'invention comprend une deTetiorfdans les regions 
E1 et E4. Selon un autre mode de realisation prefere, il comprend une 
deletion dans region E1 au niveau de laquelle sont inseres la region E4 et 
I'acide nucleique (Cf FR94 13355). Avantageusement, la deletion dans la 
region E1 porte sur les nucleotides 454 a 3328 (fragment Pvull-Bglll) ou 382 
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& 3446 (fragment Hint ll-Sau3A). Avantageusement, la d6l6tion dans la r6gion 
E4 comprend au moins les phases ORF3 et ORF6. 

L'acide nucl6ique d'int6r§t peut 6tre ins§r6 en differentes r6gions du 
g6nome de Pad6novirus. Le g6nome d'un ad6novirus est compost d'un ADN 
5 double brin Iin6aire d'une taille de 36 kb environ. II comprend notamrnent une 
s6quence invers6e r6p6t6e (ITR) & chaque extr6mit6 f une s6quence 
d'encapsidation (Psi), des gdnes pr6coces et des gdnes tardifs (Cf figure 1). 
Les principaux gdnes pr6coces sont contenus dans les r6gions E1, E2, E3 et 
E4. Parmi ceux-ci, les g6nes contenus dans la r&gion E1 sont n6cessaires & 

10 la propagation virale. Les principaux g§nes tardifs sont contenus dans les 
r6gions L1 d L5. Le g6nome de J'ad6novirus Ad5 a 6t6 entferement s6quenc6 
et est accessible sur base de donn6es (voir notamrnent Genebank M73260). 
De m§me des parties, voire la totalitd d'autres g6nomes d'ad6noviraux (Ad2, 
Ad7, Ad12, etc.) ont 6galement 6t6 s§quenc6es. L'acide nucteique d'int6r§t 

15 est pr6f 6rentiellement ins6r6 dans une r6gion non essentielle d la production 
des virus recombinants d6fectifs. Ainsi, il est pr6f6rentiellement ins6r6 au 
niveau de la r6gion E1, qui est d6fective dans le virus et compl6ment6e par 
la Iign6e de production, de la region E3 f qui n'est pas essentielle d la 
production des virus recombinants (son inactivation ne doit pas §tre 

20 transcompl6ment6e), ou encore dans la region E4. Dans ce dernier cas. il est 
n6cessaire de complementer les fonctions E4 lors de la production, sort par 
co-transfection avec un plasmide ou virus helper, soit au moyen d'une Iign6e 
appropri6e. II est clair que d'autres sites peuvent etre utilises. En particulier, 
l'acc§s & la sequence nucl6otidique du genome permet & I'homme du m6tier 

25 d'identifier des regions permettant d'ins6rer l'acide nucl6ique d'int§r6t. 

Les adenovirus recombinants d6fectifs selon I'inventiori peuvent §tre 
pr6par6s par toute technique connue de I'homme du m&tier (Levrero et al., 
Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). 
G6n6ralement, les adenovirus sont produits par transfection de PADN du 
30 virus recombinant dans une Iign6e cellulaire d'encapsidation comp6tente. II 
peut s'agir d'une transfection simple, lorsque Ton peut disposer d'une 
construction portant Tensemble du g6nome du virus recombinant, ou, comme 
c'est le cas le plus souvent, d'une co-transfection de plusieurs fragments 
d'ADN apportant les diff6rentes parties du g6nome viral recombinant. Dans 
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ce cas, le precede implique une ou plusieurs etapes de recombinaison 
homologue entre les differentes constructions dans la lignee cellulaire 
d'encapsidation, pour generer I'ADN du virus recombinant. Les differents 
fragments utilises pour la production du virus peuvent etre prepares de 
5 differentes facons. La technique la plus generalement utilisee consiste a 
isoler I'ADN viral puis a le modifier in vitro par les methodes classiques de 
biologie moleculaire (digestion, ligation, etc.). Les constructions obtenues 
sont ensuite purifiees et utilisees pour transfecter les lignees d'encapsidation. 
Une autre technique repose sur I'utilisation d'un plasmide portant une partie 
10 du genome du virus recombinant, qui est co-transfecte avec un virus 
apportant la partie manquante du genome. Une autre possibility reside dans 
I'utilisation de plasmides procaryotes pour preparer les ADN viraux utilisables 
pour la transfection (Cf Bett et al., PNAS 91 (1 994) 8802; FR95 01 632). 

15 La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable 

par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de 
complementer la partie du genome de I'adenovirus defect'rf, de preference 
sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire 

20 humain 293 (Graham et al., J. Gen, Virol. 36 (1977) 59) qui contient 
notamment, integr6e dans son genome, la partie gauche du genome d'un 
adenovirus Ad5 (12 %) ou des lignees capables de complementer les 
fonctions E1 et E4 telles que decrites notamment dans les demandes n° WO 
94/26914 et WO95/02697. 

25 Ensuite, les ad6novirus qui se sont multiplies sont recuperes et 

purifies, selon les techniques classiques de biologie moleculaire, comme 
illustre dans les exemples. 

La presente invention concerne egalement toute composition 
pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants 
30— defectif-tel-que~de"crit~di ; avant~Les compositions pharmaceutiques de 
I'invention peuvent etre formulees en vue d'une administration par voie orale, 
parenteral, intranasal, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, 
transdermique, intra-tracheale, intra-peritoneale, etc. 
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La presente invention concerne egalement toute composition 
pharmaceutique comprenant des cellules infectees par un adenovirus 
recombinant defectif tel que decrit ci-avant. Avantageusement, la 
composition de ('invention comprend des cellules presentatrices d'antigenes 
5 (APC) infectees par un adenovirus recombinant defectif tel que decrit ci- 
avant. A titre d'exemple particulier, on peut citer les macrophages ou les 
lymphocytes B. L'invention concerne encore une composition comprenant 
des cellules T cytotoxiques (CTL) specifiques d'un antigene tumoral, 
preparees par culture de cellules precurseurs en presence de cellules 
10 presentatrices d'antigenes (APC) infectees par un adenovirus recombinant 
defectif tel que decrit ci-avant. 

Preferentiellement, une composition pharmaceutique de l'invention 
contient des v6hicules pharmaceutiquement acceptables pour une 
formulation injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines 
15 (phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium 
ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou 
de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le 
cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. 

20 Les doses de virus utilisees pour 1'injection peuvent 6tre adaptees en 

fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou 
encore de la duree du traitement recherchee. D'une maniere generate, les 
adenovirus recombinants selon l'invention sont formuies et administres sous 

25 forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu, et de preference 10 6 a 
10 10 pfu. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
infectieux d une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 15 jours, du nombre de 
plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu 

30 d'une solution virale sont bien documentees dans la literature. 

Selon I'antigene concerne, les adenovirus de l'invention peuvent etre 
utilises pour le traitement ou la prevention de cancers, incluant notamment 
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les tumeurs humaines (pour les antigenes Mage-1 a Mage 12, Gag et Bage 
et Rage) les sarcomes (pour les antigenes Mage-1). 

La presente invention sera plus complement decrite a I'aide des 
exemples qui suivent, qui doivent etre considers comme illustratifs et non 
5 limitatifs. 



LEGENDE DES FIGURES 

10 Figure 1 Organisation genetique de I'adenovirus Ad5 

Figure 2 : Expression et processing des antigenes mage 

Figure 3 : Construction des plasmides pAd.SRa-MAGE. 

Figure 4 : Protocole N°1 d'immunisation de souris DBA/2 par un ad-P1A ou 

contrdle. 

15 Figure d : Protocole N°2 d'immunisation de souris DBA/2 par un ad-P1A ou 
contrdle. 

Tableau 1 : Mise en evidence de la lyse specif ique par les CTL de cellules 
infectees par un Ad-Mage selon I'invention. 

Tableau 2 : Mise en evidence de la capacite des cellules infectees par un Ad- 
20 Mage selon I'invention a stimuler la production de TNF par un clone CTL v 
Tableau 3 : Mise en evidence de i'immunisation de souris DBA/2 par 
injection, selon le protocole 1, d'un Ad-P1 A (tableau 3A) ou d'un adenovirus 
contdle, Ad-|3Gal (tableau 3B). 

Tableau 4 : Mise en evidence de I'immunisation de souris DBA/2 par 
injection, selon le protocole 2, d'un Ad-P1A (tableau 4A) ou d'un adenovirus 
contdle, Ad-|3Gal (tableau 4B). 



25 



.30- 



TgChniqueS q^nerales de clonag^. Ha h ioloaie mnl6onl a | rf , 

-Les-m6thodes-classiques^de-biologie"lfioleculai telles que la 



centrifugation d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium-bromure 
d'ethidium, les digestions par les enzymes de restriction, I'electrophorese sur 
gel,la transformation dans £.£oJi, la precipitation des acides nucleiques etc, 
sont decrrtes dans la litterature (Maniatis fit aj., 1989). 
35 Les enzymes ont §te foumies par New-England Biolabs (Beverly, MA). 
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Pour les ligatures les fragments d'ADN sont separes selon leur taille 
sur des gels d'agarose de 0,8 a 1,5 %, purifies par GeneClean (BIO101, 
LaJolla CA) et incubes de nuit a 14°C dans un tampon Tris-HCI pH 7.4 50 
mM, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, ATP 2 mM, en presence d'ADN ligase du 
5 phage T4. 

L'amplification par PCR, (Polymerase Chain Reaction), a egalement 
ete realisee selon Maniatis eiaj., 1989, avec les specifications suivantes : 
-Concentration en MgCl2 portee a 8mM. 
10 -Temperature de denaturation 95°C, temperature d'hybridation 55°C, 
temperature d'allongement 72°C. Ce cycle a ete repete 25 fois dans un 
PE9600 Thermalcycler (Perkin Elmer, Norwalk CO). 

Les oligonucleotides sont synthetises en utilisant la chimie des 
15 phosphoramidites proteges en 6 par un groupement cyanoethyl, (Sinha fit 
aj.,1984, Giles 1985), avec le synthetiseur automatique d'ADN Applied 
Biosystem modele 394, (Applied Biosystem, Foster City CA), selon les 
recommandations du fabricant. 

Le sequencage a ete effectue sur des matrices double-brin par la 
metrtode de terminaison de chaTnes en utilisant des amorces fluorescentes. 
Nous avons utilise le kit se sequencage Taq Dye Primer Kit de chez Applied 
Biosystem (Applied Biosystem, Foster City CA) selon les specifications du 
fabricant. 

Exemole 1 : Construction d'un adenovirus recombinant defectif codant 
pour un fragment d'antigene P1 A. 

Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant 
30 defectif selon I'invention codant pour un fragment de I'antigene P1A. Plus 
particulierement, I'adenovirus porte la sequence SEQ ID n°3. L'adenovirus 
construit est un adenovirus de serotype 5, possedant une deletion dans les 
regions E1 et E3, 1'acide nucleique d'interet etant insere dans la region E1 , au 
niveau de la d6letion. 



20 



25 
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L'acide nucleique inser6 au niveau de la region E1 comprend plus 
particulierement : 

- le promoteur SRa. Le promoteur SRa comprend I'origine de 
replication precoce de SV40 et une partie du LTR du HTLV1 (cbrrespondant 

5 au domaine R et a une partie de U5), suivis de la jonction d'epissage 16S de 
SV40 (Takebe etal., Mol. Cell. Biol. 8 (1988) 466). 

- un mintgene PI A de 44 pb (SEQ ID N° 3). 

- le site de polyadenylation du virus SV40. 

10 Cet acide nucleique a ete extrait du plasmide pcD-SRa-P1A, 

correspondant au plasmide pcD-SRa dans lequel le minigene P1A a ete 
clone au site EcoRI. L'insert obtenu a ensuite ete clone dans le plasmide 
pAd.RSV-(3Gal (Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. 90 (1992) 626), a 
la place du fragment comportant le LTR de RSV et le gene LacZ. 

15': 

Le plasmide pAd-SRa-P1A ainsi obtenu a ensuite et6 utilise pour 
produire I'adenovirus recombinant. Pour cela, les cellules de la Iign6e 293 ont 
ete co-transfectees par 5 ng de plasmide pAd-SRa-P1A et par 5 ng de I'ADN 
de I'adenovirus mutant dl 324 en presence de phosphate de calcium. Les 
20 adenovirus recombinants produits ont ensuite ete s6lectionnes par 
purification sur plaque. Apres isolement, I'adenovirus recombinant est 
amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant de . 
culture contenant I'adenovirus recombinant non purifie ayant un titre d'environ 
10 1 0pf u /ml. 

25 Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur 

gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir 
notamment Graham et al., Virology 52 (1973) 456). L'analyse de I'ADN viral 
par digestion a I'aide d'enzymes de restriction EcoRI d6montre la presence 
. de l'insert dans |e g6nome. L'adenovirus peut §tre conserve a - 80°C dans 10 

30 % de glycerol. 



temple 2 : Construction d un adenovirus recombinant defectif codant 
pour un fragment d'antigene Mage-1 . 
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Cet exemple decrit la construction d'un actenovirus recombinant 
defectif selon I'invention codant pour un fragment de I'antigene Mage-1 . Plus 
particulierement, I'adenovirus porte la sequence SEQ ID n°1 codant pour un 
fragment portant le nonapeptide antig6nique de Mage-1. L'adenovirus 
5 construit est un adenovirus de serotype 5, possedant une d6letion dans les 
regions E1 et E3, I'acide nucleique d'interet etant insere dans la region E1, au 
niveau de la deletion. 

L'acide nucleique insere au niveau de la region E1 comprend plus 
particulierement: 

10 - le promoteur SRa. Le promoteur SRa comprend I'origine de 

replication precoce de SV40 et une partie du LTR du HTLV1 (correspondant 
au domaine R et a une partie de U5), suivis de la jonction d'epissage 16S de 
SV40 (Takebe et al., Mol. Cell. Biol. 8 (1 988) 466). 

- un minigene MAGE-1 de 116 pb (SEQ ID N° 1). Ce fragment a ete 

15 obtenu par PCR a partir du gene Mage-1 complet. II comporte un ATG en 
position 15, un codon stop en position 121 et une partie de I'exon 3 du gene 
Mage-1. II comprend la sequence correspondant au nonapeptide (27pb) qui 
est presente par la molecule HLA.A1 aux lymphocytes T cytotoxiques (Cf 
figure 2). 

20 - le site de polyadenylation du virus SV40. 

Cet acide nucleique a ete extrait du plasmide pcD-SRa-MAGE-1, 
correspondant au plasmide pcD-SRa dans lequel le minigene Mage-1 a ete 
clone au site EcoRI. L'insert obtenu a ensuite ete clone dans le plasmide 
25 pAd.RSV-pGal (Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. 90 (1992) 626), a 
la place du fragment comportant le LTR de RSV et le gene LacZ (Figure 3). 

Le plasmide pAd-SRa-MAGE-1 ainsi obtenu a ensuite ete utilise pour 
produire I'adenovirus recombinant. Pour cela, les cellules de la lignee 293 ont 
30 ete co-transfectees par le plasmide pAd-SRa-MAGE-1 et par I'ADN de 
I'adenovirus mutant dl 324 en presence de phosphate de calcium. Les 
adenovirus recombinants produits ont ensuite ete selectionnes par 
purification sur plaque. Apres isolement, I'adenovirus recombinant est 
amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant de 
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culture contenant l'adenovirus recombinant non purifie ayant un titre d'environ 
10 10 pfu/ml. 

Les. particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de c6sium selon les techniques connues (voir 
5 notamment Graham et al., Virology 52 (1973) 456). L'analyse de I'ADN viral 
par digestion a I'aide d'enzymes de restriction EcoRI demontre la presence 
de I'insert dans le genome. L'adenovirus peut etre conserve a - 80°C dans 10 
%de glycerol. 

10 Example 3 : Construction d'un adenovirus recombinant defectif codant 
pour un fragment d'antigene Mage-3. 

Cet exempted decrit la construction d'un adenovirus recombinant 
defectif selon I'invention codant pour un fragment de I'antigdne Mage-3. Plus 
15 particulierement, l'adenovirus porte la sequence SEQ ID n°2 codant pour un 
fragment portant le nonapeptide antigenique de Mage-3. L'adenovirus 
construit est un adenovirus de serotype 5, possedant une deletion dans les 
regions E1 et E3, 1'acide nucleique d'interet etant ins§re dans la region E1, au 
niveau de la deletion. 

20 L'acide nucleique insere au niveau de la region E1 comprend plus 

particulierement: 

le promoteur SRa. Le promoteur SRa comprend I'origine de 
replication precoce de SV40 et une partie du LTR du HTLV1 (correspondant 
au domaine R et a une partie de U5), suivis de la jonction d'epissage 16S de 

25 SV40 (Takebe et al., MpL Cell. Biol. 8 (1988) 466). 

- un minigene MAGE-3 de 44 pb (SEQ ID N° 2). Ce fragment a ete 
obtenu par PCR a partir du gene Mage-3 complet. II comporte un ATG en 
position 12, un codon stop en position 44 et la sequence correspondant au 
nonapeptide (27pb) qui est presente par la molecule HLA.A1 aux 

30 lymphocytes T cytotoxiques (Cf figure 2). 

- le site de polyadenylation du virus SV40. 

Cet acide nucleique a ete extrait du plasmide pcD-SRa-MAGE-3, 
correspondant au plasmide pcD-SRa dans iequel le minigene Mage-3 a ete 
35 clone au site EcoRI. L'insert obtenu a ensuite ete clone dans le plasmide 
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pAd.RSV-pGal, a la place du fragment comportant le LTR de RSV et le gene 
LacZ (Figure 3). 

Le plasmide pAd-SRa-MAGE-3 ainsi obtenu a ensuite ete utilise pour 
5 produire I'adenovirus recombinant. Pour cela, les cellules de la lignee 293 ont 
ete co-transfectees par le plasmide pAd-SRa-MAGE-3 et par I'ADN de 
I'adenovirus mutant dl324 en presence de phosphate de calcium. Les 
adenovirus recombinants produits ont ensuite ete selectionn6s par 
purification sur plaque. Apres isolement, I'adenovirus recombinant est 
10 amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant de 
culture contenant I'adenovirus recombinant non purifie ayant un titre d'environ 
10 1 0pfu/ml. 

Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir 
15 notamment Graham et al., Virology 52 (1973) 456). L'analyse de I'ADN viral 
par digestion a I'aide d'enzymes de restriction EcoRI demontre la presence 
de I'insert dans le genome. L'adenovirus peut etre conserve a - 80°C dans 20 
% de glycerol. 

20 Exemple 4 : Caracterisation fonctionnelle des adenovirus de I'invention 

Cet exemple demontre que les virus selon I'invention sont capables 
d'induire I'expression du gene d'interet codant pour une proteine dont la 
degradation conduit a I'expression d'un peptide antigenique a la surface des 
25 cellules cibles. 

L'expression du minigene MAGE-1 et la presentation du peptide ont 
ete mises en evidence sur des cellules infectees par I'Ad-Mage (4.1. ), par 
determination de la lyse specif ique (4.2.) et stimulation de la production de 
TNF(4.3.). 

30 

4.1. Lianees cellulaires 

Les lignees cellulaires qui ont ete infectees sont les suivantes : 
- C1R.A1 : lignee lymphocytaire B transformee par I'EBV (ref. Storkus, 
35 W.J., Howell, D. N., Salter, R. D., Dawson, J. R., and Cresswell, P. : NK 
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susceptibility varies inversely with target cell class I HLA antigen expression. 
J. Immunol. 1 38 : 1 675 - 1 659, 1 987) et transferee par le gene HLA.A1 clone 
dans le plasmide pHEBO. 

- Gerl III p E"F- : Cellules de melanome humain HLA.A1 
5 immunoselectionnees pour la perte de I'antigene MAGE-1. (designees 
Gerlach E dans les tableaux 1 et 2). 

Ces deux lignees expriment done la molecule HLA.A1 mais pas 
I'antigene MAGE-1. 

10 4.2. Determination da la I vse specifique 

Get exemple demontre Texistence d'une lyse specif ique des cellules 
par un clone de CTL specifique de I'antigene (test de relarguage du chrome 
radioactif). Pour cela, les cellules mentionnees en 4.1. ont ete infectees par 

15 I'adenovirus Ad-Mage1 (exemple 2) ou par un adenovirus contrdle (Ad-pGal) 
a une multiplicite defection de 500 pfu/cellule. Les cellules infectees ont 
ensuite ete marquees au chrome 51 puis incubees pendant 4 heures, a 
raison de 1000 cellules / puits, avec le CTL specifique (clone 82:30) a 
differents rapports cellules effectrices/cellules cibles (E/T). Le pourcentage de 

20 lyse a ensuite ete determine. Les resultats obtenus sont presentes dans le 
tableau 1. lis montrent clairement que les cellules infectees par les virus 
selon I'invention presentent une sensibilite a la lyse par les CTL specif iques 
nettement superieure a celle des cellules infectees par l'ad6novirus contrdle. 
Ces cellules presentent egalement une sensibilite nettement accrue par 

25 rapport aux cellules directement transferees par I'antigene Mage-1, ce qui 
demontre I'efficacite therapeutique des vecteurs de I'invention. 

Ces resultats montrent done clairement que les virus de I'invention 
sont capables de conferer a des cellules une sensibilite importante a la lyse 
par les CTL specifiques. 

30 " ■ - 

4.3. Stimulation de la nrn duction de TNF 

Dans cet exemple, la capacite des cellules Gerl III p E"F" a stimuler la 
production de TNF par le meme clone de CTL a ete evaluee. Pour cela, les 
35 cellules Gerl III p E"F" ont ete infectees par I'adenovirus Ad-Mage1 (exemple 
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2) ou par un adenovirus contrdle (Ad-(3Gal) a une multiplicity d'infection de 50 
ou 100 pfu/cellule, puis incubees avec le clone CTL Apres 24 heures, la 
quantite de TNF presente dans les surnageants a ete mesuree par 
determination de leur cytotoxicite sur une lignee sensible ^au TNF (lignee 
5 WEHI-164-13). La viabilite cellulaire a et6 mesuree au moyen d'un test 
colorimetrique (MTT). Les resultats sont exprimes en densite optique puis en 
quantite de TNF (pg/ml). Ce test n'a pas ete effectu6 sur les cellules C1R.A1 
car elles secretent naturellement du TNF. Les cellules contrdles Gerlach E* 
sont des cellules de melanome exprimant Mage - 1 et HLA - A1 . 
!0 Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 2. lis montrent 

clairement que les cellules infectees par les virus selon I'invention induisent 
une production de TNF par les CTL, ce qui continue sans ambiguite les 
proprietes biologiques et therapeutiques des virus de I'invention. 

15 Exemple 5 : Activite in vivo des virus PIA de I'invention 

L'exemple 4 a montr6 que, in vitro ou ex vivo, les cellules infectees par 
un adenovirus selon I'invention sont bien reconnues en test TNF et lysees en 
test de relarguage de chrome radioactif par un CTL specif ique. 

20 Cet exemple demontre maintenant que in vivo, les adenovirus selon 

I'invention sont capables de generer une reponse CTL specifique. Plus 
particulierement, cet exemple demontre que 2 injections a une semaine 
d'intervalle de 10 9 particules virales (pfu) dans les souris DBA/2 generent 
chez une partie d'entre elles une forte reponse CTL specifique. 

25 Deux series d'experiences ont ete realisees. Les plans de ces deux 

series sont presentes sur les figures 4 et 5. Dans la premiere serie 
d'experiences (voir plan figure 4), les particules virales ont ete administrees 
pour moitie dans la cavite peritoneale et pour Pautre moitie sous la peau (en 4 
sites). Dans la deuxieme serie d'experiences (voir plan figure 5), les 

30 particules virales ont ete administr6es par injections sous-cutanees, intra- 
peritoneales, intra-nasales et intra-tracheales. Ces deux series d'experiences 
ont ete realisees selon le protocole suivant. Les souris ont et6 sacrifiees 15 
jours apres la seconde serie directions de I'adenovirus. Les splenocytes de 
ces souris ont ensuite ete mis en presence de I'antigene P815A au moyen de 

35 cellules L1210A+ (leucemie syngenique transfect.ee avec le gene P,A du 



WO 97/34009 ■ 



PCT/FR97/00435 



mastocytome P81 5) irradiees pour une periode de 8 jours. Au terme de cette 
culture mixte tumeur-lymphocytes (MLTC), les lymphocytes diriges contre 
I'antigene P815A ont prolifere et se sont differencies en lymphocytes T 
tueurs. Ceux-ci sont alors mjs en presence de cellules marquees avec du 
5 chrome radioactif . II s'agit de cellules P51 1 , un variant azaguanine - resistant 
du mastocytome de souris P815 portant I'antigene A et de PI.204, un variant 
de ce meme mastocytome ayant perdu I'antigene A. Ce dernier sert de 
contrdle negatif. Afin d'6liminer toute possibilite de reaction non specifique, 
les cellules cibles marquees avec du chrome radioactif sont egalement mises 
10 en presence de cellules syngeniques (L1210) portant a leur surface les 
antigenes de la cellule stimulante dans la MLTC a I'exception de I'antigene A 
de P815. 

Les resultats obtenus avec la premiere serie d'experience, exprimes 
en pourcentage de lyse specif iques sont presentes dans les tableaux 3A et 
15 3B. 

Les resultats obtenus avec la deuxieme serie d'experience, exprimes 
en pourcentage de lyse specif iques, sont presentes dans les tableaux 4A et 
4B.- 

Dans les deux cas, les resultats present6s montrent, souris par souris, 
20 des niveaux de lyse proportionnels aux rapports effecteurs/cibles (moyennes 
de duplicats). Des CTL ont ete obtenus quel que soit le site d'injection de 
< I'adenovirus (Tableau 4A + B). Ces resultats montrent clairement que les 
adenovirus de I'invention sont capables de generer in vivo une immunite 
contre les cellules porteuses de I'antigene tumoral. 
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Tableau 3A 
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Tableau 3B 
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Tableau 4A 



Effector/ P511 PI. 204 P511 Pi. 204 

target ♦ cold L1210 ♦ cold L1210 

50x1 ratio 50x1 ratio 



Subcutaneous 



Intra- 
peritoneal 
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Tableau 4A(suite) 



Effector/ 
target 



P511 



PI .204 



. P511 
+ cold L1210 
50x1 ratio 



PI. 204 
+ cold L1210 
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Tableau 4A(suite) 



Effector/ PS11 Pi. 204 P511 PI . 204 

target + cold L1210 ♦ cold L1210 

50x1 ratio 50x1 ratio 



Intranasal 



Mouse 250 1 

No. 3 83 0 

28 1 
9 1 
3 1 
1 .1 

Mouse 280 2 
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Tableau 4B 
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USTE DE SEQUENCES 
(1) INFORMATIONS GENERALES: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 

15 (i) DEPOSANT: 

(A) NOM: LUDWIG INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH 

(B) RUE: 1345, avenue of the Americas 

(C) VILLE: NEW YORK 
(E) PAYS: ETATS-UNIS 

20 (F) CODE POSTAL: 10105 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: METHODE DE TRAITEMENT PAR THERAPIE 
GENIQUE DES TUMEURS HUMAINES ET VIRUS RECOMBINANTS CORRESPOND ANTS . 



25 



50 



(ii±) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
30 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC -DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

35 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 126 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

40 (C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

45 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

TTGAATTCGC CGCCATGGAG TCCTTGCAGC TGGTCTTTGG CATTGACGTG 50 
AAGGAAGCAG ACCCCACCGG CCACTCCTAT GTCCTTGTCA CCTGCCTAGG 100 
TCTCTCCTAT GATGGCTAGA ATTCTT 126 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
55 (A) LONGUEUR:. 44 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc > 

5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
AATTCGCCGC CATGGAAGTG GACCCCATCG GCCACTTGTA CTAG 44 

10 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 44 paires de bases 
15 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineal re ; 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

20 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
AATTCGCCGC CATGCTGCCT TATCTAGGGT GGCTGGTCTT CTAG 44 
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REVENDICATIONS 



1. Adenovirus recombinant defectif contenant, insere dans son 
genome, un acide nucleique codant pour une proteine ou un peptide 

5 specif ique de tumeur, capable d'induire une protection immunitaire et une 
destruction par le systeme immunitaire des cellules tumorales 
correspondantes. 

2. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 1 
caracterise en ce qu'il contient un acide nucleique codant pour une proteine 

10 ou un peptide specifique de tumeur humaine. 

3. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 1 ou 2 
caracterise en ce que I'acide nucleique insere dans son genome code pour 
tout ou partie d'un antigene specifique d'un melanome. 

4. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il s'agit 
15 d'un acide nucleique codant pour un fragment d'un antigene specifique d'un 

melanome humain comprenant la partie pr6sentee aux CTL en association 
avec les molecules du CMH-I. 

5. Adenovirus selon I'une des revendications precedentes caracterise 
en ce que I'acide nucleique code pour une proteine ou un peptide en 

20 derivant, selectionnee parmi les proteines Mage -1, Mage-3, Bage, Rage et 
Gage. 

6. Adenovirus recombinant defectif comprenant insere dans son 
genome, un acide nucleique codant pour un peptide de la proteine Mage-1 
ou Mage-3 comprenant la partie presentee aux CTL 

25 7. Adenovirus recombinant defectif comprenant, insere dans son 

genome, la sequence SEQ ID n° 1 . 

8. Adenovirus recombinant defectif comprenant, insere dans son 
genome, la sequ nee comprise ntre les residus 55 a 82 de la sequence 
SEQ ID n°1. 
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9. Ad6nbvirus recombinant d6fectif comprenant, insere dans son 
genome, la sequence SEQ ID n° 2. 

10. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi les serotypes humains Ad2 et Ad5. 

5 11, Adenovirus selon I'une des revendications 1 a 9 caracterise en ce 

qu'il est choisi parmi les serotypes canins. 

12. Adenovirus selon I'une des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il comporte une deletion dans la region E1. 

13. Adenovirus selon la revendication 11 caracterise en ce qu'il 
10 comporte en outre une deletion dans la region E4. 

14. Adenovirus selon I'une des revendications precedentes 
caracterise en ce que I'acide nucleique est insere dans la region E1 ou E3 ou 
E4. ' 



15 



15. Composition pharmaceutique comprenant au moins un 
adenovirus selon I'une des revendications precedentes. 



16. Utilisation d'un adenovirus selon I'une des revendications 1 a 14 
pour la production in vitro ou ex vivo de lymphocytes cytotoxiques specif iques 

20 de tumeurs humaines. 

17. composition comprenant des cellules infectees par un 
adenovirus recombinant defectif selon I'une des revendications 1 a 1 4. 

25 18. composition selon la revendication 17 caracterisee en ce qu'elle 
comprend des cellules presentatrices d'antigenes (APC) infectees par un 
adenovirus recombinant de fectif selon I'une das revindications 1 a 1 A . 



19. Precede de preparation de cellules T cytotoxiques specifiques 
30 d'un antigene tumoral comprenant la mise en contact de pr'curseur de 
cellules CTL avec une population de cellules infectees par un virus selon 
I'une des revendications 1 a 14. 
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